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論 文 内 容 要 旨
B160mycin(Bl血)は,扁 平 上 皮 癌 や悪 性 リ ンパ腫 を始 め種 々の 癌 に対 して・優 れた 治療 効 果.
を有 す る制 癌 抗 生 物質 で,放 線菌Streptomycesverticillusの 培 養 が 液 か ら単 離 され る。
化学 的 に は,分 子 量 約1,500の 塩 基 性,水 溶性 の 糖 ペ プ チ ドで あ り,末 端 ア ミ ンの相 違 に よ って,
200種 以上 のBlmが 存在 す る(図1)。Blmの 制 癌効 果,す な わ ち細 胞増 殖 阻 害 作用 の主 作 用
は,DNA鎖 を切断 す る活性 に ある と考 え られて い る。
Blmはinvitroで もDNA鎖 切 断 作 用 を示 す が,従 来 この反 応 は大 腸 菌 な どの直 鎖 状DNA
を基 質 に用 い,反 応 後 の低 分 子 化 を シ ョ糖 密度 勾 配 沈 降法 で 分 析 し,連 続 的 な沈 降 パ タ ー ソの変
化 と して検 出 して いだ。 した が って,未 反 応のDNAが 反応 後 の生 成 物 と明瞭 には 分離 されず,
検 出感 度 が 十 牙 では な か った。 ま た,反 応 の 停止 が 不完 全 で あ った ので,切 断 反応 の進 行 を定量
的 に測 定 で きな か?た 。
・そ こで,著 者 は,ま ず 切 断 反応 の 開始 と停 止 を 明確 に し,し か も未反 応 の基 質DNAを,反 応
生成 物 と明 瞭 に分 離 し うる実 験 系 を 用い る こ とに よ り、Blmの 切 断活 性 を定 量 的 に測 定 す る こ
とを 第一 の 目的 と し,次 に主 と して この 系 を用 いてBlmの 認 識 す るDNA鎖 構 造,お よびDN-
A鎖 切 断 活 性 発現 に必 要 なBlm分 子 中の 構 造部 位 を 明 らかに し,さ らに,微 量 のFe(∬)の 関
与 した 切断 反 応 系 で も,反 応 の 特 性 はBlmに よ り支 配 され てい る こ とを明 らか に した。
IDNA鎖 切 断 反 亦 を 定 量 的 に 測 定 し う る 反 応 系 の 確 立 と,そ の 反 応 の 性 質
SV40DNAを ア ル カ リ性 シ ョ糖 密 度 勾配 沈 降法 で分 析す る と,閉 環 状2本 鎖 構造 を有 す る
formIは53Sの 位置 に 沈降 す るが,こ こに1本 鎖 切 断 あ るい は2本 鎖 切断 が 唯一 箇 所 で も生
じた際 に生 成 す るform∬ お よびformI皿 は,16-18sと 沈降 定 数 の著 しい低 下 を来 たす。 この
特 性 に 着 目 してBlmに よ るDNA鎖 切断 反 応 の基 質 としてSV40DNAformI,を 選 択 し,未
反応 のDNAと 、Blmに よ る鎖 切 断 の結 果生 じた生 成物 を 明瞭 に 分離 検 出 可 能な 系,す な わ ち
高 感 度 なDNA鎖 切 断反 応 測定 系 を設 立 した。 定 量的 な解 析 に は,さ らに,反 応 の 開始 と停 止 を
明確 に 行 うこ とが 必 須 で あ る。 この 点 以前 の反 応 系で は,37℃ で 反応 後0℃ に 冷 却 あ るい はED-
TAを 添 加 す る こ とに よ り反 応 を停止 した と して解 析 してい た が,著 者 は,こ れ らの 停 止条 件 で
は不 十 分 で あ る こ と を明 らか に し,新 た に反 応液 のpHを13以 上 の アル カ リ性 にす る こ とが適 当
で あ る こ と を見 出 した(図2-g)。 以 上 の条 件 に基 づ き トリチ ウム標識SV40DNAformIの
Blmに よる 鎖切 断 反応 を0℃ で 行 い解 析 した結 果,経 時 的 に(図2),か つBlmの 濃 度に 依存
して 反応 が進 行 す る(図3)定 量 的 な 系 を設 定 す る こ とが で き た。 反応 の検 出感 度は基 質DNA
量に よ り左 右 され る が,通 常 の基 質 濃 度4×1(∫3A励nmunitsの 場合,α2μ9/nl(約L3
XlOフM)と い う低 濃 度のBlmに よ り切断 反 応 を検 出で きた。 この 反応 系 を主 と して用い 、D-
NA鎖 切断 反応 の 諸 性 質 を調 べ た結 果,次 の よ うな 新た な知見 を得 た。
(i)至 適pHは9付 近 に あ り,強 アル カ リ性 は 勿論,pH7以 下 では 活性 が著減 す る。
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(ii)反 応 温 度 は0℃ で も37℃ とそ れ ほ ど変 わ りな く進 行 し,温 度 依 存性 は酵 素反 応 ほ ど高 くな
い。
(iiDlmMCuC12お よび 鉄 特 異的 キ レー ト剤Tironで 阻 害 され る が,1-10mMの 濃 度範 囲
のEDTAは 阻害 しない。
⑯Mercaptoethan。1は 反 応 を促 進 す る が,こ れ を添 加 しな くとも反 応 は進 行 す る。
(V)生 じた 切 断 部 位 の殆ん どは,BImの 作用 の結 果起 こる塩 基 の離 脱 等 に よって で きた ア ル
カ リ性感 受 性 部位 が アル カ リ性 条件 下 で 切断 され た2次 的 な もの で は ない。
π81mの 結 合 に 必 要 なDNA鎖 構 造
Blmは 過 酷 な反 応 条 件 下で はDNA鎖 か らthylnineを 遊 離 させ る こと,ま た合成poly-
nueleotidesを 基 質 と して 得 られ た 切 断 反応 の結 果 な どか ら,特 定 の塩 基 配 列 をあ る程 度 認識
してDNA鎖 に 選 択的 に作 用す る こ とは報 告 され てい た が,明 確 な認 識 構造 は 不 明で あ った。 そ
こで,前 項で 述 べ た 標識SV40DNAを 一 定 量 含 む反 応液 中 に,無 標 識 の 種 々核 酸 を添 加 して 切
断 反 応 を行わ せ,Blmに よ るSV40DNA鎖 切断 に及ぼす添加 核 酸の競 合 的保 護 効果 の 程度 か ら,
Blmの 作用 に必 要 なDNA鎖 構造 を詳 細 に 検索 した。
標 識BlmのDNAお よびRNAと の 結合 性 を,ゲ ル炉 過 に よ り分 析 しDNAに 選 択 的 に結 合す る
こ とが確 認 され,さ らに 本法 で 定 量的 に 保護 効 果 を調べ た 結果RNAの 保護 効 果 はDNAの20
分 の1以 下 で あ った(図4)。 次 に,種 々polynucleotidesの 保 護 効 果 を調べ た結果,(表
1,Exp.1)プ リソ(pu)と ピ リミジ ン(py)のalternatingcopolymersは 全 て強 い 効
果 を有 し,poly(dA-dC)・poly(dG-dT)>pQly(dG-dC)>poly(dA-dT)の 順 に
有 効 で あった が,apurinicacidお よびhomopolymers;poly(dC),poly(dG),
poly(dT),poly(dA),お よびpoly(dA)・poly(dT)は 全 て 無効 で,puとpyが 交互 に
並 ん だ 配 列がBimに 認識 され る と示 唆 された。 例 外 的 にpoly(dG)・poly(dC)で 有 意 の保
護 効 果 が み られ た が,こ れ はdGお よび この ポ リマー が,4本 鎖 構造 を と りうる な どの特性 に起
因 する もの と思 わ れ る。 変性DNAで も保護 効 果 が み られ た が,部 分 的 な2本 鎖 構造 の 再 生 を完
全 に排 除す る こ とが困 難 で,し か も,再 生 し易いG,C一 含量 の 高 い塩基 配 列 部 位 はBlInの 作用
を受 け 易い こ と,お よび保 護 効 果 を有す るpolynucleotidesが 全て2本 構 造 を と りうる もの
で あ った こ とか ら,2本 鎖 構造 の 必要 性 が示 唆 され,1こ の 点 を吟 味 した。2種 の塩 基 をほぼ 等 モ
ルず つ含 むrandomcopolymers(表1,Exp.2)の うち2本 鎖 構造 をと りうるpoly(dC,
dG)お よびpoly(dA,dT)は 有 効で あ った が,poly(dA,dC)お よびpoly(dI,dT)は
puとpyが 含 ま れ るに もか か わ らず 無効 で あっ た。さらに,低 濃 度のBIInでSV40DNA鎖 上 に生
ず る 切断 部 位 の数 を推 定 す る実 験 お よびBlmのCPK分 子モデルから,Blmの 認 識 す る塩 基 配列 は
か な り短 い と推 測 された の で,互 い に 相補 的 なoligonucleotides,d(pTpG)xお よ び
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d(pCpA)yの 重 合 度の 異 な るも の を組 合 わせ て・保 護 効 果 を調べ た(表1,Exp・3)。 、d(pTpG)6-9
お よびd(pCpA)6.gは, .各 々 単 独 で は 保 護 効 果:を示 さな いが 両者 が共 存す る と強 い 効 果
を示 し,重 合 度 を下 げて い く と,ど ち らか一 方 はtetranucleotidesの 長 さで も有 効で あっ た。
以上 の結 果 か ら,著 者 はBlmが 結 合 し うるDNAの 最 小 必 要構 造 と して次 の各点 を初 め て 明
らか と し,こ の 観 察 は,そ の後Gilbert&Maxam法 を適 用 した解 析 に よ り立証 されて い る。
(Dthymineは 必 須 で ない 。
(ii)puとpyが 同一 鎖 上 に交 互 に配 列 した構 造 を認 識,
(iD2本 鎖 構 造 が必 要。
㈲ 長 さは4塩 基 対 以下 で 十 分。
皿DNA鎖 切 断 活 性 に 必 要 なBIm分 子 中 の 構 造 部 位
BlmA2の 酸 水解 に よ り得 られた 部分 構造 物 の 全 て がDNA鎖 切断 活性 を示 さず,ま たBln1 、
の切 断 反 応 を妨 げ も しな か った ので,BImがDNA鎖 に作 用 す る には,分 子 内の何 箇 所 か の部 位
が協 同 して 作用 す るので あ ろ うと推 測 し,構 造 の 一 部 を修 飾 したBlmの 活 性 を調べ るこ とに よ
り機 能 部 位 を検 索 した。
末端 ア ミンの相 達 に よる切断 活 性 と抗 菌活 性 の 間 には 明確 な相 関性 は ない(表2)。 末 端 ア ミ
ソ結 合 部位 の カル ボキ シル基 が遊 離 で あ るbleomycinicacidで は,極 め て著 しい 活 性 低 下
を来 た した が,こ の 部位 は必 ず しも ア ミ ド結 合 で ポ リア ミソに 置換 され る こ とは必 須で は な く,
単 に ア ミノ基 で 置換 したBlmB1'や,エ ステ ル結 合 で 結合 したBlresterで もBlmB2と 同
程 度 の 切 断 活 性 を示 した。 した が っ て,末 端 ア ミソはDNA鎖 切断 活性 に直 接 的 には 関与 せず,
む しろDNA鎖 との親 和性 や ～細 胞 内へ の透 過 性 あ る いは 代謝 の 難 易 に 影 響 を及 ぼす と考 え られ
る。
糖 部 分 の カ ルバ モ イル 基が はず れ たdecarbamoyI-Blm,お よび マ ンノース が3ノ →2'に 転
位 したiso-BIInの 切 断活 性 は,と も に20分 の1以 下 に低 下 し(表3),カ ルバ モ イ ル基 が正
ノ
し く3位 に あ る こ とが 活性 発 現 に必 須で ある。
Blmは 諸 臓 器 中 で α一aminocarboamide部 分 の ア ミ ド結 合 が 水解 を受 け,不 活化Blm
(deamidoBlm)と な るが,こ の 化 合物 のDNA鎖 切 断 活 性は 元 の20分 の1以 下 に 低 下 した
(表3)。 不 活化 に 伴い 隣 りの α一 ア ミノ基 のpKaが7.3か ら94に 変 わ るこ と,切 断 活性 を失
っBlm銅 錯体 で は このpKa7.3が 消 える こ と,さ らに,こ の α一 ア ミノ基 を含む 部 位 が修 飾 あ
る いは 欠 失 さ れた 環拡 大Blmお よびdepyruvalnide-Blmで は切 断活 性 の な い ことか ら,N
末端 の構造,特 に α 一 ア ミノ基 の重 要 性 が 明 らか とな った。
Bln1のthiazole環 が還 元 され たphleomycin(Plm)と の活 性 を比較 し,bithiazole
部 分 の機 能 を調 べ た。Plmの 脱銅 体 はDNAのTm低 下 作 用お よび 鎖 切 断活 牲 を有 したが,銅 錯
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体は ど ち らの 活 性 も な'〈,Blmと の差 は 認め られ な か った の で,bithiazole構 造 は活 性 め発 』
現 に 必 須で は な い。 た だ し,2本 鎖切 断 の頻 度'はBlm>Plmと の 報 告 が あ り,こ の 点 で は
bithiazoleの 関 与 が考 え られ る。
WBlmのDNA鎖 切 断 活 性 に 及 ぼ すFe(皿)の 影 響
Blmに よ るDNA鎖 切 断 反応 に,Fe(∬)お よび1酸 素 の関 与 が 明 らか に された の で,著 者 の
反応 系 に混 入 す る微 量 のFe(皿)の 影 響 を考 慮 して,外 部 よ りFe(豆)を 添 加 ・した 反 応 系,お よ
び そ れ 自身 切 断活 性 を有す る高 濃 度Fe(皿)単 独 に よる切 断反 応 との諸 性 質 を比 較 した。
ア ガ ロース ゲル電 気 泳動 法 でBlmに よ るSV40DNA鎖 切 断反 応 を分析 した とこ ろ,Blm単
独 お よびFe(皿)添 加Blmの 系 で は,BlmとFe(∬)両 反 応 因子 の 濃度 に依 存 し,か つ 経 時的
な切 断反 応 が 観 察 され,生 成 物 はformI→ 巫→ 皿1→断 片 化 の 順で 分解 され た(図5-7)。 こ
の両 系 にお け る反 応 は,互 い に相 補的 で,puとpyが 交互 に配 列 したd(pTpG)4とd(pCpA)4
を組 合わ せて 添 加 した 時 にの み 競 合的 阻害 を受 け,塩 基 配 列 を認識 した 特異 的 な反応 で ある(表
4)。 さ らに,両 系 の反 応 は温 度 依存 性 の 低 さ,酸 性 お よびCu(五)に よる 阻害,そ してTiron
で 阻害 され るがEDTAで は 阻害 され な い とい う共 通 の性 状 を呈 し,同 一 あ るい は 酷 似 した反応 機
構 の関 与 が示 唆 され た。
一 方
,Fe(皿)単 独 に よ る切断 反 応 は,濃 度 依存 性 は あ る が,反 応 の 進行 が極 めて速 く2分 以
内 に ほぼ 完 了 して し まい,DNAの 分 解 パ ター ソ として,中 間体 のform皿 が殆 んど検 出 されない
特 徴 を示 す(図5,B)。 こ の反応 の,添 加oligonucleotidesに よ る競 合 的 阻害 は,そ の 塩
基 配 列 や組 合わ せ に は 無関 係 セ,単 に 添加 量 に 依存 した 阻害 なので 非 特 異 的 な反 応 で ある(表4)。
また,温 度 依存 性 が 高 く,酸 性 お よびCu(皿)で 阻害 され ない 上,EDTAに よ り強 く阻害 され る
の でBlmの 関与 した 前述 の2っ の 系 とは 明 らかに 異 質で あ り,別 の 反 応機 構 の 関与 が 示 唆 され
た。 したが って,外 部 よ りF6(皿)を 添 加 しな いBlm単 猿 に よ るDNA鎖 切断 反 応 は,た とえ微
量 のFe(∬)の 混 在 が あ って も,反 応 の 諸 性質 はBlmに 支 配 された,塩 基 配 列 を認識 す る特 異的
反 応 で ある こ とが明 らか とな った 。
以上 の よ うに,著 者 はBlmに よ る1DNA鎖 切 断反 応 を,高 感 度 か つ定 量的 に測 定 し うる条件 を
確 立 し,そ の 条 件下 の 反応 解 析 に よ り,BlmはDNA鎖 上 のpuとpyが 交 互 に配 列 したtetra-
nucleti"es以 下 の塩 基 配 列 を特 異 的 に認 識 して作 用 し,Blmの 鎖切 断活 性 発 現 にはBlm分
　
子 中 の末 端 ア ミソ結 合 部位 で あ る カル ボ キ シル基 の 置換 形態,マ ソノ ース3位 の カルバ モイ ル基,
お よびN末 端 の α一aminocarboxamide部 分,特 に α一 ア ミノ基 の3箇 所 が 重要 な役 割 を果 し
て い る こ と を初 め て 明 らか と し,こ の反 応 は 微量 のFe(皿)混 在 下 で も,あ くまでBlmの 特 性
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審 査 結 果 の 要 旨
Bleomycin(以 下BIm)は 一部のがんに対 し優れた治療効果を持つ抗生物質で,放線菌の生産
物である。Blmの 制がん効果は,そ れによるDNA鎖 の切断活性にあると考 えられている。 し
か し従来,こ の活性の測定法には定量的なものがなか った。著者はまず,基 質としてSV40の 閉
環状二本鎖DNAを 用いること,強 アルカ リ性として反応を停止することにより,Blmに よる
DNA鎖 の切断を定量的に測定できる反応系を確立 した。 この反応系を用いることにより,至 適
pHは9付 近にあること,反 応は0℃ でも進行すること,鉄 特異的キレー ト剤であるチロンによ
り反応が阻害されることなどを明らかにした。
従来Blmに よるDNA鎖 の切断は,あ る程度特定の塩基配列を認識 して行われることが知 られて
いたが,明 確な認識配列は不明であった。著者はこの点を明らかにするため,SV40DNAを 基
質とし,こ れに各種核酸を添加 し,添 加核酸の競合的保護効果からBlmと の結合に必要なDNA
の構造を推定 した。その結果,DNAの 最少必要構造 として,プ リンとピリミジンが交互に配列
した二本鎖構造で,そ の長さは四塩基対程度のものが保護効果を示すことを認め,こ の構造が
BIInと の結合に必要であると初めて推定 した。
次に著者はPNA鎖 の切断に必要なBlm分 子中の構造部位について検討 した。その結果,末 端
アミンはDNA鎖 切断には直接的には関与 しない こと,糖部分のカルバモイル基が3ノ 位にあるこ
とが活性発現に必須であること,N一 末端の構造,特 にα一アミノ基が切断活性に重要な関係が
あることなどを明 らかにした。
Blmに よるDNA鎖 の切断にFe(mお よび酸素が関与することが他の研究者により明 らかにさ
れたので,著 者の確立 した反応系,そ れに外部か らFe(mを 添加 した系,お よび高濃度Fe(m単
独によるDNA切 断反応系の諸性質を比較 した。その結果,Fe(H)単 独によるDNA鎖 切断反応は,
Blm存 在下のものに比べ,明 らかに異質であることを認めた。
以上のように本論文はい くつかの新知見を含み,抗 生物質の作用機作の解明に寄与するところ
が大きい。よ って三論文審査担当者 とも,著 者は農学博士の学位を授与 され る充分な資格がある
と判定した。
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